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ヒ ト線維肉腫細胞 H T-1 08 0 に タ イ プ1 ･ プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ･ ア ク チ ベ ー タ ー ･ イ ン ヒ ビタ ー (ty pe l-pla s min oge n
a ctivatorinhibito r, P AI-1) の cD N Aを遺伝子導 入す る こ とに よ り, H T lO80の 肺 転移能 に与え る影響を検討 した . H
′
ト1080 か ら
限界希釈法 に より ク ロ ー ン化さ れ た ク ロ ー ン 1-3 C は P 瓜 1の 発現が 少 なく, ヌ ー ド マ ウ ス の 尾静脈 に接種 した場合, 低い 肺転
移能 を示す･ ヒ トP AI～1 cD N Aを真核細月包発現 ベ ク タ ー で ある pcDN Aln e oに組 み込 み , P AI-1発現 プ ラス ミ ドpcD N A lne o-P Al
を構築 し た ･ こ の pcI) N Aln e o-P Alを リ ボ フ ェ ク シ ョ ン 法 に より ク ロ ー ン1-3 C に遺伝子導入 した . ジ ュ ネテ シ ン (G 418)耐性
株を4週間 の 選択培養の 後に 得て ク ロ ー ン 化 し, 5種類 の P AI-1高発現性の 遺伝子導 入株1-3 C(P AI)a ～ eを獲得 した . サ ザ ン ハ
イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法 によ る遺伝子解析を行 い , 遺伝子導 入株 ト3 C(P即) に は内在性 の n u-1遺伝子以外 に複数の 外因性の
P AI-1遺伝子 が導入 さ れた こ と を 確認 し た . ま た 各ク ロ ー ン の 発現す るP AI-1お よ び ウ ロ キ ナ ー ゼ タイ プ ･ プ ラ ス ミ ノ ー ゲ
ン ･ ア ク チ ベ ー タ ー (u rokin a s e-ty Pe Pla s minogen a ctivator, u-P A) の 抗原量 はそ れ ぞれ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い た E LIS A法
で 測定 した ･ 遺 伝子導入株1-3 C(P Al)はク ロ ー ン 1-3C に比べ 3倍 以 上 の P AI-1の 発現増加を認 め た . こ の P AI-1高 発現 の 形質は
6 カ月以 上 安定してお り持続高発現株(st耳ble tra n sftctant) で ある と 判断さ れ た . P Al-1遺伝子 の 導入操作 によ り腫瘍細胞の u▼
P A発現量や ヌ ー ドマ ウ ス B A LB/c-n u/n uの 背部皮 下 にお け る増殖能に は 影響 は な か っ た . 各ク ロ ー ン の 肺 転移能 は ヌ ー ドマ
ウ ス の 尾 静脈内 に腫瘍細胞を接種 し3週間後 に肺 に形成 さ れ る 転移栄を数え て 評価 した . P AI-1高発現性 の 遺伝子導 入株 ト3C
(P Al)は ク ロ ー ン1-3 C に比 べ 肺転移数, 転移頻度 ともに有意 に増加 した . P AJ-1cD NA を遺伝子導 入す る こ と に より肺転移能 の
増加が確認 できた こ とか ら, H
′
r lO80 にお い て腫瘍細胞 の m ト1発現性 は肺転移形成能 を決定す る重要 な因子 の 1 つ で あ る こ
と が 明 らか に され た.
Key w o rds typel-plas min oge n a ctiv atorinhibitor, ge n etra n Sfe ctio n, hum an Bbr os arc o m a cell lin
H
′
rllO80,1u ng m eta stasis
骨 肉腫 を は じめ と する 骨軟部腫瘍 に対す る治療 は, 1970年代
に強力な補助化学療法が導入 され て か ら急速な発展を遂 げ て い
る . しか し骨 肉腫 の 5年生 存率は専門的 に治療 を行 っ て い る 施
設 に お い て も い まだ50～ 80 % であ る1卜 4). 化 学療法 が導 人 さ
れ る以 前 は柄巣 の 発見と同時 に切断術と い う局所根治的手術 の
みを行 っ て い た が , ほ と ん どの 症例 が肺転移 をお こ し死亡 した .
こ の よう な歴史的事実 は, 病巣が 発見さ れ た その 時 に はすで に
画像診断 で凍える こ と の で きな い 微小転移巣が存在す る こ と を
示 して い る 5卜 7). その た め 骨軟部腫瘍 の 治療 に お い て は 原発巣
の 治療 の みな らず微小転移, つ まり肺転移 の 阻止 と征圧 が 最も
重大 な問題である .
悪性腫瘍の 転移形成 に は さ まざま な過程があ り, 転 移巣 の 完成
には種 々 の 要【大!が 複雑に関与 して い る . こ れ まで 当講座 では悪
性腫瘍 の 肺転移 に関し て , 特 に 腫瘍細胞が毛細 血管壁 に着席し
停留す る局面 にお い て凝 固線溶系が重要 な役割 を担 っ て い る こ
と を報告 して き た . Ts u chiyaら
8)は ヒ ト線維肉腫細胞 H T-1080
をFidler9)の 方 法を用 い て , 血 行性 に形成 さ れ る肺転移巣から
新 た な細胞株 を分離培養 し, 再び ヌ ー ド マ ウ ス に接種する とい
う生体内継代操作を6回繰り返 し, 低お よ び高肺転移能 を有す
る細胞 亜系株 を樹立 した . こ れ ら の 肺 転移能 は タ イ プ1 ･ プラ
ス ミ ノ ー ゲ ン ･ ア ク チ ベ ー タ ー ･ イ ン ヒ ビ タ ー (type l-
pla s min oge n activ ato rinhibito r, P Al-1)の 発現 と強 い 相関関係を
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持 つ こ と を示 した . ま た , こ れ ら 低お よ び 高転移能株間に は浸




ト1080 か ら限界希釈法 に より種 々 の P Al-1活
性を持 つ ク ロ ー ン を樹立 し, P AI-1高発現 ク ロ ー ン が 高肺転移
能を有する か どうか を検討 した . こ れ ら 限界希釈法で樹立 し た
各ク ロ ー ン を ヌ ー ドマ ウス 尾静脈に接種 し評価 した と こ ろ, 高
い PAI-1活性 を持 つ ク ロ ー ン ほ ど高肺転移能を持 つ 傾向が ある
こ と を明ら か に した . 今回の 実験で はP Al-1 cDNA をP AI-1活性
の 低い ク ロ ー ン に遺伝子導 入する こ と に よ り, そ の ク ロ ー ン の
肺転移形成能に どの よう な 影響を及ぼすか を検討 し考察 し た.
対象お よ び方法
Ⅰ . 実験 動物
ヌ ー ド マ ウス B A L B/c-n u/n u, 4 ､ 6週齢 , 雌 (日 本ク レ ア ,
束京)を特定の 病原体 に感染さ れ て い な い (spe ci丘c pathoge n一
打ee)状 態で 室温25 ℃ に保持 し放射線滅菌 し た水 と飼料 を与え
飼育 した ,
Ⅰ . 腫瘍 細胞と培養法
ヒ ト 線維肉腫細胞 H T-1 0 801 2)(Am e ric a nType Cultu r e
Colle ctio n, Ro ckvill, U S A) か ら M atsuda ら
1 O)ll)が樹立 し た ク ロ
ー ン1-3 C と クロ ー ン26-6を便用 し た . ク ロ ー ン 1-3C は P AI-1活
性が 極め て低くか つ 肺転移能も低い 細胞であり , P AI-1形質転
換細胞を得る た め の 親株と して 用 い た . w一 方, ク ロ ー ン26-6 は
P AI-1活 性が 高く か つ 肺転移能も高い 細胞 である
11))1 Ⅰ)
. ク ロ ー
ン1-3 C, 26-6, 遺伝子導入細胞 の 培養 は, 10 %非働化ウ シ胎児
血清(fetal bovin e s e ru m, F B S) (Gibc oB R L, Ne w Yo rk, U SA)と
1 %ペ ニ シ1) ン ･ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 液 (Gibc oB RU を加えた
ダル ベ ッ コ 改良 イ ー グ ル 培地 (Dulbe cco
'
s m odified Eagle
'
s
m ediu m , D M E M) (日水製薬, 東京) を用 い て 5 % C O2, 37℃
の 条件 F
'
で培 養フ ラ ス コ (Co rning, Ne w Yo rk, U S A) 内で単層培
養した . 1週 間 に2回の 頻度で継代を行 っ た . 実 験 に用い る細
胞浮遊液 の 調製は , 細胞 の 対数増殖期 に 0.16 M リン 酸緩衝生
理食塩水 bhosphate-bufftred s alin e, P BS)で 1r[i†洗浄 し, 0.1 %
トリ プ シ ン (Sigm a Che mic alCo . , St. Lo uis, US A) と 0.2m M
E D
′
m の 混合液0.5ml を加え室温で 1 ､ 2分間静置し て 細胞を剥
離さ せ , 10 % F B S を含む D M E M培地を1 ､ 2ml加 えて 均一--･細
胞懸濁液 を得 た . また細胞浮遊液使用にあ た っ て は, 0.3(ガ,ト
リバ ン プ ル ー (半井化学, 京都)色素排除試験法 によ り, 90 %
以上 の 生細胞 がある こ と を確認 した .
】忙 , 導入 プラ ス ミ ドの構築
1 . ヒ トP Al-1cDN Aの 調製
ヒ トP AI.1 cD N A は, 逆転写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連銀反 応(re v e rs e
tran s criptio n-pOlym er as e chain r e actio n) で 合成 され た 後, 大腸
菌プ ラ ス ミ ドpU C 1 8 に組 み 込まれ た状態で ウ ィ ー ン 大学生 理
医学研究所 Binde r教授 よ8川≒与さ れ た
1:り
. p AJ-1 cD N A は鎖
1,426塩基対(ba sepair,bp) で 開始 コ ド ン (A T G) の 5
'末端側 [･.
流に75ヌ ク レ オ チ ドの , また 終_1ヒコ ド ン (T GA) の 卜流 に142
ヌ ク レ オ チ ドの 非 翻訳領域(untr an slatedr egio n)を持 ち, P AI-1
蛋白質を構成す る403個 の 全て の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド して い る .
P AI-1cD N A は制限酵素 Ec oR I(宝酒造, 大津) と XbaI(宝酒造)
で切り出 し, 1 %低融点 ア ガ ロ ー ス ゲ ル (和光純薬工 業, 大
阪: 以下 特 に記載 の ない 場合は当社の 製品 を用 い た) で ベ ク タ
ー プラ ス ミ ドpU C 18と分離 した 後, ゲ ル か ら抽出し た.
2 . pcD N A ln e oベ ク タ
ー プ ラ ス ミ ドヘ の P Al-1cD N Aの 挿 入
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寅核細胞発現 ベ ク タ ー pCD N A ln e o
14)(Invitr oge n, Sa nDiego ,
U S A) は 6,9 6 9bp で ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺伝子 (n e o mycin
re sista n c e e n coding ge n e)を コ ー ドし て い る . P AI-1cD N A はサ
イ トメ ガ
､
ロ ウイ ル ス プ ロ モ ー タ M (cyto m egaloviru Sim m ediate-
e a rly pro m ot r/e nha n c e r) の 下 流の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グサ イ ト
内の Ec ∂点 ト J粕α Ⅰサ イ ト に挿入 し た (図1A). こ の 発現 ベ ク タ
ー は 且c ∂点Ⅰサ イ ト を マ ル チ ク ロ ー ニ ン グサ イ トの 他 に もう1 カ
所, ラ ウ ス サ ル コ ー マ ウ イ ル ス 末端反復配列 (Ro u s s a r c o m a
viru Slo ngter min alr epe at,RS V u
､
R)内に持 つ . まず発現 ベ ク タ
ー を 制限酵素 思川 成 Ⅰと g みα Ⅰで 消化 し , 生 じ た 且∽成 Ⅰ断片
(51687bp) をア ル カリ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (BA P, 宝酒造)処理後 ,
フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム 処理 , エ ー テ ル 処理 , エ タ ノ ー ル 沈
殿 を行 っ た ( 図1 B-a). 一 方 , ベ ク タ ー 消 化で得 た RS V IJ R断
片(1,237bp) とP Al-1 cD N A は ライ ゲー シ ョ ン キ ッ ト (宝酒造)
を用 い て ラ イ ゲ ー シ ョ ン処理 を行 っ た (図1B-b). Ec o虎Ⅰサ イ ト
で の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 産物と R SV I T R同士ま た はP AI･1 cD N A同
士 が 連結 し た 産物 を排除する目的で , ライ ゲ ー シ ョ ン 処理 後 ,
風化 戒Ⅰ処理 を行 い , 次 い でB A P処理 ベ ク タ ー と ラ イ ゲ ー シ ョ ン
しpcD N A ln e o-P AIを得 た (図1 Brc). こ れ を 形質転換大腸菌
M C lO 61/P3(In vitr oge n) に導入 し, 得 ら れ た形質転換 プ ラ ス ミ
ドの 制限酵素に よ る D N A解析 を行 い P AI-1cD N A が サ イ トメ ガ
ロ ウイ ル ス プ ロ モ ー タ ー の セ ン ス 方向 に挿 入さ れ て い る こ とを
確認 した .
3 . pcD N A ln e o-P AIの 大量調整
形質転換大腸菌 M C lO61/P3 を2× T Y培地 [トリ プ ト ン 16g,
酵母 エ キ ス 10g, 塩化ナ トリ ウム 5g, ア ン ピ シリ ン (半井化学)
50mg/1, pH 7.6] 250ml にて 24時間培養 し た. 4℃, 51000回転
/ 分で10分間遠心 し て葉蘭 した . 菌体 を10mlの 2 5 % シュ タ ロ
ー ス
,
5 0m M Tris月 Cl緩衝液(pH7.5) に懸濁後, 7)ゾ チ ー ム
1 0m g を加 え綬や か に 混和 し5分間, 水中 に静置 した . 0.25 M
E D T A lm を加え15分間氷rFl に 静置 し た . 0.3 %ト ラ イ ト ン
(Trito nX-1 00), 0.2 M E D T A, 0.15 M塩 化ナ トリ ウ ム 混合液 を
10mlを加 え さ ら に30分間氷l-lで 静置し た . 4 ℃, 30,000回転/
分 で40分間高速遠心 し 卜晴を探 り, 5 M塩化ナ トリ ウ ム 2.5ml,
1 0 % S D SO.25Inl, フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム ･ イ ソ ア ミ ル ア
ル コ ー ル (25: 24: 1) 混合液2 51111 を加 えて フ ェ ノ ー ル 拙=
し, 次 い で ユ タ ノ p ル 沈殿 を打 一〕 た . 沈殿 を Tris E D T A(T E)
緩勧洒 [1 0m M Tris-H CIpH 8.0, 1rnM E D T A｣ 3ml に溶解後,
150/Lg の
.) ボヌ ク レ ア ー ゼ A(Sigm aC he mie al Co .) を 加え ,
37 ℃, 3 0分間反尤増 せ た . 塩化 セ シ ウム (Gibc oB RI)4.2gと 臭
化 エ ナ ジウ ム 4′′∠g を加え, ク イ ッ ク シ ー ル チ ュ ー ブ(ペ ッ ク マ
ン ジ ャ パ ン , 束京) に注入 密閉 した . ペ ッ ク マ ン V Ti65垂直 ロ
ー タ ー (ペ ッ ク マ ン ジ ャ パ ン) で 20 ℃, 60,000回弛ソ分 で10時
間超遠心後, プ ラ ス ミ ドの バ ン ド を21ゲ ー ジ注射針で【口1 収し
た . 1.1g/ml塩 化セ シ ウ ム , 0.54m g/ml臭化 エ ナ ジウ ム を含む
T E に て 5.2ml に希 釈後, 再び20℃, 65,000回転/ 分で 5時間超
遠心 した . プラ ス ミ ドの バ ン ドを回収 し フ ェ ノ ー ルj‥l川1, エ タ
ノ ー ル 沈殿後, T E にて1mg/mlの 濃度 に溶解 した .
Ⅳ . P AI-1 cD N A導入細胞
ク ロ ー ン1-3 Cを直径10c mの 培 養シ ャ ー レ (Co ming) に5×
105個 まき, 3 7℃ , 24時間培養後 , 上 記 の 方 法 で 調整 した
pcD N A ln e o-P AIを1) ポフ ェ ク シ ョ ン 法
Ⅰ5)に より遺伝子導入 し
た . リ ボ フ ェ ク シ ョ ン法 は 合成ポ リ カナ オ ン脂 質を成分 とす る
遺伝子 導 入 試菜 ト ラ ン ス フ ェ ク タ ム (I B F B iote chnic s,
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M ar1bo r ough, USA)を用い る方法であ る. ト ラ ン ス フ ェ ク タ ム
1 0/1 1 にpcD N A ln e o
-P A I 5FLg を混 合 し た 後 , 培 地 に 加え,
37 ℃ で4時間培養す る . 培地を除去 し, 新 しい 培地で 24時間培
養後 , ジ ュ ネテ シ ン (G4 18, Gibc oB RI) を最終濃度0.5m g/ml
に なる よ う に加え耐性細胞を得 た . これ ら を4週間連続選択培
養 した 後, マ イ ク ロ ウ ェ ル を用い た 限界希釈法
16)に よ り ク ロ ー
ン 化 し, 安定 した P Al-1高党規を認め る5種類 の 遺伝子導入株
1-3 C(P 朗)a ～ e を分離 し実験 に用 い た . また 同様 に対照株 と し て
pcD N Aln e oベ ク タ
ー プ ラ ス ミ ドの み を遺伝子導入 し た ク ロ ー
ン1-3C(n e o)を得 た .
Ⅴ . 遺伝子解析
1 . D N Aの 抽 出
ク ロ ～ ン 1A3 C, 26-6, pCD N A ln e oの み を遺伝子導 入 した 1-
3 C(n e o), お よ びpcD N A ln e o-P AJを導入 した 5種類 の 遺伝子導
入株1-3 C(P AI)a ～ eか ら の 高分子 D N Aの 調 製は Bo wtell
1 7)の 方
法に 従 っ て 行 っ た . まず , 直径10c mの 培養 シ ャ ー レに 単層培
養 し た細胞 を 5mlの 玲PB S で1回洗浄 し た . 細 胞溶解液 [6 M
塩酸 グア ニ ジ ン 鹿u a nidiu m hydro chlo ride, 半井化学)pH 7.0,
2 % サル コ シ ル 酸 ナ ト リ ウ ム (s odiu m s a rko syl), 2m M E D T A
pH 8.0, プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ K(protein a s eK)200FLg] 4.6mlを培養
珊胞 に加え氷上 で撹拝溶解 し, 15ml ポ リ プロ ピ レ ン チ ュ ー ブ
氏 ∂斤l
(Co rning) に 回収 し た. 次 い で , 60 ℃の 恒 温槽で 2時間蛋白質
分解処 理を行 っ た ･ 室温 にも ど し 3 M酢酸ナ トリ ウ ム (pH 6.0)
0.4mlを加 え静か に混合 した . 冷 エ タ ノ ー ル 10ml を加え十分に
混合 し, - 20 ℃ で一 晩静置 し た . 4℃ , 3,000回転/ 分で 15分間
遠心 して上 清を捨 て , 沈殿を冷75 %エ タ ノ ー ル 1ml で 2回洗浄
した . 室温で 数分間減圧 乾燥 させ た 衡 T E横衝液 1ml に溶解
した. 得 られ た D N A溶液 は, 分光光度計(モ デ ル W 160, 島津,
京都) を用 い て 260n m にお ける吸光度(O D)を測定 し, 1 0 Dを
50/Lg/mlと して D NA濃度 を算出 した.
2 . 制限酵素処 理
各ク ロ ー ン か ら抽 出さ れ た D N A は制限酵素 助 椚ガⅠ(宝酒造)
で完全消化 した . D N A 20/∠g に対 し て 反応用横衝液 [最終濃度
10m M T risヰIClpH 7.5, 7m M 塩化 マ グネ シ ウム , 7mM iラー メ ル
カ プ ト エ タ ノ ー ル (半井化学), ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (bo vine
S e ru mal bu min, BS A,Sigm aChe mic al Co.)10/1g/ml] の 存在下
で βα 肌g I lOO単位を加え37℃で 12時間反応させ た . 制限酵素
処 理後, フ ェ ノ ー ル 摘出 お よ び エ タ ノ ー ル 沈殿 を行 っ た . 得ら
れ た 沈殿 を冷 7 5 %エ タ ノ ー ル で 洗浄 し室温で数分間減圧乾燥
させ T E緩衝液 100/ノ=こ溶解 し た.
3 . プ ロ ー ブ の 調製
ヒ トP AI-1 cD N Aまた は 大腸菌プ ラ ス ミ ドpU C 19(宝酒造)を
良虜l 肋】




Fig.1. T he c o n str u ctio n ofpcD N A ln e o
-P AI(A) a ndthe s che m a of m ole c ula rbiologic al pr o c e s s e s ofpcD N A ln e o-P AI(B)l
pcD N Aln e o(6,969 bp)w asdige sted with EcoR Ia nd X baI, a nd the r e s ultingl,237 bpa nd 5,687 bp fragm e nts w e r epu rified byaga ro segel
ele ctropho r e si (B-a). P AI-1cD N Aw asisolated 血･O m the pla s midpU C 18qP Al-1a s a nEcoR I二粕a I fragm e nta nd puri 鮎d. Thel,237bp
打agm e nt, Which c o ntain sthe S V 40pA and RS V I mr egio n s, W aSligatedto P Al-1cD N Au sing the g むa Isite (B-b). pcD N A ln e o-PAI
pla s midw a s c o n stru cted byligatingthe fus ed血
･
agm e ntwi th the depho spho rylated 5,687bpfragm e ntfro m pcD NA ln e o(B-C). S V40pA,
simian viru S40polyade nylatio n sign al;RS V L m, Ro u s s ar C O m aviru Slo ngte rminalr epe at;N E O, n eO myCin re sista n ce e n c oding gen e;
CoIE l, COlicin E lpro m ot r a nd origin;PC M V, CytO megaloviru$im m ediate-e adypro m ote r/e nhan c e r.
P AI-1遺伝子導入 によ る肺転移能の 増強
鋳型 DN A と して プロ ー ブ を 作製 し た . ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー
D N Aラ ベ 1) ン グ キ ッ ト (宝酒造)と【α -32p]d C T P(ア マ シ ャ
ム ･ ジ ャ パ ン , 東 京)を用い て 標識 し, 次 い で T E緩衝液 で平
衡化 した セ フ ァ デ ッ ク ス G 50(Phar m a cia, Ne w Yo rk, U S A)で 未
反応の 基質 を ゲ ル 濾過 で除去 し た後, ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン
に使用 した .
4 . サ ザ ン ブ ロ ソ テ ィ ン グ
上 記2 で得 た 各 ク ロ ー ン の D N Aの 一 部 (5/∠g) を取り ,
0.25 %プ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル
ー (br o m ophen ol blu e) と 30 % グ
リ セ ロ
ー ル の 混合液を5〃1加え, T E績衝液 で 最終的 に50/∠=こ
調製 した . 各試料 は1 × Tris一酢酸-E D T A(Tris a cetate E D′m ,
TA E)[最終濃度40mM Tris-H ClpH 8.0, 20m M 酢酸ナ ト1) ウム ,
2mM E D T A, 1.55 %酢酸] に0.5FLg/miの 臭化 エ ナ ジ ウ ム を含
む1.2 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル で , 1× m E緩衝液を用い て定電圧
10 0Vで 3時間電気泳動 し た . D N A サ イ ズマ ー カ ー と し て ス
D N Aを制限酵素g わ富d Ⅲ で洞化 し た マ ー カ ー Ⅰ(ニ ッ ポ ン ジ ー
ン , 富山)を用い た. 電気 泳動後, ア ガ ロ ー ス ゲ ル を0.25 N塩
酸に15分間浸 し た . 次い で , ア ル カ リ 変性液 (0.4 M水酸化 ナ
トリ ウ ム , 0.6 M塩化 ナ トリ ウ ム) に浸 し20分間ず つ 2回振逸 し
た後, 蒸 留水 で 洗浄 し た . ブ ロ ツ テ ィ ン グ用緩衝液20× S S C
(1 ×S S C= 0.15 M塩化 ナ トリ ウム , 0.015M クエ ン 醸ナ ト1) ウ
ム)で 30分間ず つ 2回振渡 し平衡化 させ た . 次 い で ペ ー パ ー タ
オ ル を用 い た キ ヤ ピ ラリ ー 法18)で , 20× SS C を用い て ナ イ ロ ン
メ ン プ レ ン フ ィ ル タ ー (Hybo nd- N , A m e r sha m,
Bu ckingha m shire, U K) に 転写 した. D N A転写彼 の フ ィ ル タ ー
は , 5× S S C で洗浄 し風乾後, 80 ℃ で2時間 の 真空乾燥処理 を
行い D N A をフ ィ ル タ ー に 固定 し た.
5 . ハ イ プ
や
リ ダイ ゼ ー シ ョ ン
D N Aフうゞ 転写 固定 さ れ た ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン フ ィ ル タ ー を シ
ー ル ドバ ッ グ (コ ス モ バ イ オ, ■東京) に 入 れ , 5× SS C で浸漬 し
た後, 10mlの プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 綬衝液 [最終濃度
5× S S C, 2 5m M リン 酸 水素 ナ ト リ ウ ム pH 7.0, 0.1 % S DS,
0.1 %フ ィ コ ー ル (Sigm aC he mie al Co.), 0.1 %ポ 1) ビニ ル ピ ロ
リ ド ン (Sigm aC he mical Co.), 0.1 % B S A, 0.2mg/ml熱変
′1ゾヒサ
ケ精子 D N A(Phar m a cia)]を加え, 42℃ で 6時間振浸し た . 次
い で , ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 権 衡液 [最終濃度 5 × S S C,
25mM l) ン 醸水素 ナ ト リ ウ ム pH 7.0, 0.1 % S D S, 0.1 %フ ィ コ
ー ル
, 0.1 % ポ リ ビニ ル ピ ロ T) ドン , 0.1 % B S A, 0.2m g/ml熱
変性サ ケ精子 D N A, 50 % ホル ム ア ミ ド (ニ ッ ポ ン ジ ー ン), プ
ロ ー ブ D N A(放射活性 0.5 ～ 1.0× 10
(i
cpm/ml) ]に替え, 42 ℃
で15時間振渡し た . フ ィ ル タ ー は , 室温 に て5× SS C で1帖先
浄し, 0.1 % S D S を含 む 1 ×S S C を庁巨一て 42 ℃で 15分間洗 い ,
さ ら に0.1 % S D S を含 む0.1 ×S S C を用 い て42 ℃ で15分間の 洗
い を2回繰り返 した . 最後 に こ の フ ィ ル タ ー を コ ダ ッ クⅩA Rフ
イ ル ム (Kodak, Ne wYo rk, U S A)に噌感板 を糾い 一80℃で 24､-
48時間露光 し オ ー ト ラ ジオ グラ フ イ ー を行 っ た .
6 . 制限酵素処理条件の 検討
各ク ロ ー ン の D N A サン プ ル が 完 全に消化で きて い る こ と を
確認す る 目 的 で , 各 D N A標本 20/∠g に 大腸 菌 プ ラ ス ミ ド
pU C 1 95ng を加え た別 の 反応系 を準備 し, 上 記2 と同様 に
Ba mH I で消化 し た. 上 記4, 5の 手順で D N A 5/1gを電気泳動
後, サ ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グを, 次 い で
32
p標識pU C 19を用 い た
ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を行 い , 未消化 の pU C 19 がない こ と
を オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ ー を行 い 確認 した . フ ィ ル タ ー の 洗 浄
529
は , 室温 にて5 ×S S C で1臥 0.1 % S D S を含む1× SS Cを用 い
て 65 ℃ で1 5分間 を1回, さ ら に0.1 % S D Sを含む0.1× S S C を
用い て65℃で1 5分間 を1回行 っ た . コ ダ ッ ク M フ イ ル ム を
用い 室温で12時間 の オ ー トラ ジ オ グラ フ イ ー を行 っ た .
Ⅵ . 腫瘍細胞の生体内増殖能
各ク ロ ー ン の 増殖能 は ヌ ー ド マ ウ ス 背部皮~■`hF移植 によ っ て評
価 した . 対数増殖期の ク ロ ー ン1-3 C, 1-3 C(n e o), 1M3 C(P AI)
a - C, お よ び 26-6の 各細胞浮遊液の 濃度を2.5 ×10
6
個/ml に調
整 し, ヌ ー ドマ ウ ス の 背部皮下 に0.2ml(細胞数5× 10
5
個)ず つ
を接種 し た. 移植後6週ま での 平均腫瘍径 を経時的に計測 した .
各ク ロ ー ン ごと に3匹の ヌ ー ド マ ウ ス を用い 検討 した.
Vlt. P A ト1 お よびウロ キ ナ ー ゼ タイ プ ･ プラ ス ミ ノ ー ゲ ン ･
ア ク チ ベ q タ ー (urokin a s e-ty Pe pla s min oge n
a c伽 ato r
,
u ･ P A)発現量
ク ロ ー ン1-3 C, 1-3C(n e o), 1-3C(P AI) a- C , お よ び 26-6の 産
生する P AI-1の 発現量は検査培地中の 各抗原量をE LIS A法 に よ
り測定 し評価 し た . 検査培地 は対数増殖期 にあ る各腫瘍細胞
1×1 0
6
個 に対 して 無血 清D ME M培地 5ml を加え, 24時間培養
した 上 清を用 い た . 抗 ヒ トP Al-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体を 一 次抗
体と する E LIS A キッ トCre chn o clo n eIn c. ,Vie n n a, Anstria)を用
い て 測定 した .
抗 ヒ トP A ト1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 と1 % B S A を予め コ ー テ ィ
ン グ した マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に被 検培地 10 0/ノ1 を入 れ
37 ℃ で2時間静置 した . P BS- ツ イ ー ン (0.05 % Tw e e n20 を含む
PB S) で3回洗浄後, ペ ル オキ シ ダ ー ゼ標識抗ヒ トP AI-1抗体 を
100 〃1加え て37 ℃ で60分間静置 した ･ P B S一 ツ イ
ー ン で 3回洗
浄筏, 発 色基質(a zin obis3- ethyl-be n z-thia z olin e s ulfo nic a cid) を
100〃l加えて室温で 20分間静置 し発色 さ せ , マ イク ロ プ レ
ー
トリ ー ダ ー (イ ー ジ ー 1) - ダ ー E A R340A T) (S TI: h bin stru rn e nt,
Vie n n a,Au stria)を用 い て波長405n m で の 畷光度を測定 した.
u -PAの 発現量は抗 ヒ ト u-P Aモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 と ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 標識抗 u-P A抗体 を用い た E LIS A キッ ト Cre chn o clo n e
In c.)に て P 朗-1 と同様 の 手順で測定 し た .
検査培地中の P Al-1 とu-P A抗原量 は, 標準 試聴の 既 知漉度と
1 2 3 4 5 6 7
､



















Fig. 2. So uthernhybridiz atio n an alysis sho wing the dete ctio n
of P A I-1 s equ e n c e sin e a ch clo n e. Cellula rD N As w e r e
dige sted with Ba mH I, follo w ed by ele ctrophore sis o nl･2%
agar O Segeland So uther ntra n sfer, and hybridizatio n wi th
32p-
labeled P Al-1 probe. La n el, Clo n el～3 C;I. an e2, Clo n e26
- ;
La n e3, Clo n el-3 C(n e o);Lane 4 ～ 8, Clo n el-3C(P A I)a 〝 e.
H ind Ⅲ-dige sted スD N Aw asloaded a s a m ole c ula r siz ed
m a rker. k bp,kilobas epair.
530
吸光度 とか ら 求め た 検量練 に基づ き値を得た . P Al-1 E LIS A法
で は 活性型, 潜在型 お よ び結合型 P Aト1抗原が , u-P A E LIS A法
で は1本鎮 お よ び2本鎖結合型 u-P A抗 原が 測定 さ れ る . 3回の
測定 を行い そ の 平均 を求め 検討し た .
Ⅶ . 腰痛 細胞の月市転移能
各 ク ロ ー ン の 肺転移能 の 評価 は, W exle r
l皇))の 方法 に よ り行 っ
た . ク ロ ー ン1-3 C, 1-3C(n e o), 1q3 C(PAI)a ～ C, お よ び 2 6-6の
細胞浮遊液を2.5× 106個/ml に調整 し, 各ク ロ ー ン ご と に10匹
の ヌ ー ド マ ウ ス の 尾 静脈内に0.2ml(細胞致5× 1 05個) 注入 し
た . 3週 間後 に エ ー テ ル 麻酔 下 に 屠殺して仰臥位 に固定 し1i
~E中
切開 にて 気管 を露出 した . 気管 内に黒 イ ン ク (パ イ ロ ッ ト, 東
京) 15ml ･ ア ン モ ニ ア 水 2滴 ･ 蒸留水 85ml か ら な る染色液を
約2ml注入 した . 気管 を切離 して 肺と 心臓 を 一 塊と し て摘出 し
流水で洗浄 した . 70% エ タ ノ ー ル 100ml ･ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド液
1 0ml ･ 酢酸 5ml か らな る Fekete固定液2O)で24時間固定 し た .



















Tim e aftertu m or c ellinje ctio n(w e eks)
Fig. 3. Gr o wth r ate s oftu m o r c ellsfollo wing s ubc uta n e o u s
inje ctio nin n ude mic e. Tu m o r c ells(5×1 05) w e reinje cted
OV e rthelate r altho ra x ofn ude mic e. Tu m o rdia m ete r w a s
m e a su red u sing caliper s. Ea ch point sho w sthe m e a ntu m ol
･
dia m eter of 3mic e2, 4a nd 6w e eks afte rtu m o r c ell inje ctio n.
0, Clo n el-3 C; ▲ , Clo n el-3 C(n e o);測, Clo n el-3 C(P AI)a; ◆,




肺転移巣は師表面に白く み え , 直径50′′皿 以 上 の もの を敢 えて
肺転移放と した .
Ⅸ . 統計学的検討
得 ら れ た 値は す べ て 貢 ± S D で表 し た . 群 間の 平均値の 統計
学的検討 は対応 の な い t検定 , ま た は M a n n- Whitn eyの U検束
を行い , 危 険率 が 5 %未満 の 場合を統計学的に有意差ありと判
定 した .
成 績
Ⅰ . サ ザ ン ハ イ プリ グ イゼ ー シ ョ ン に よ る遺伝子解析
図2 はpcD N A lneo-P AI導入 株1-3 C(P AI)a - e (1a n e4 ～ 8) の ゲ
ノ ム D N A中 に導 入 したP AI-1遺伝子(ex oge n o u sP AI-1 ge n e)が
存在 し て い る こ と を示 し た 結果で ある . 4本 の 主 要 な バ ン ド


























卜3 C 卜3C l-3 C l-3 C ト3C 2 6
-6
(ne o) (P Al)a (PAl)b (P Al)c
C】on e
Fig. 4. Lev els of P AI-1a nduTP Aa ntige n sin m edia c o ndito n ed
fo r24 ho u rs ofe a ch m o n o clo n alc e11 1in e u sing E LIS A(臨,
P AI-1; ロ ル P A). Valu e s sho w nin this丘gu r eindicate盲± SD
fr0 rnthe3e xperim e nts. Statistic al diffe r en c e w as e x a min edby
the u npairedt-te St.
★
p<0.01v e r su s clo n el-3C.
Tablel･ Nu mber and in ciden c eofpulm o n ary m etastases res ulting n
･
Om intr a v en ou slnJeCtionofe a ch clo ne











1 5.1 ±1 4.3*
9.20士1 1.2*













































The n u mber ofpulm onary m etastas esthatfo r m ed onthelung ofn ude mice w as c o u nted u nder a diss ectlng
micr osc ope 3 w e eks afterintrav e n o us tu mor c e11irリeCtion. Values regarding the nu mber of pulm onary
m etastas esindicate貢
■
±SD andra ngesfr o ml Oexperim e nts . Thein cide nceindic atesthe n u mber of mic e
Withpulm on ary m etaStaSeS/the n u mber of mic e r ec eiving tu mor c e11 injection . Statistic al differen c e was
ex a min edbytheM an n
- W hitn ey U-teSt.
* P<0.05vers us clon eト3C.
P 鋸-1遺伝子導入 に よ る肺転移能の 増強
4.4, 3.9, 2.Ok bp) が 確認 さ れ た . こ れ ら βα ∽ ガ Ⅰ断片 の 中,
23kbp の バ ン ドは ヒ ト細胞 が 元 来保有す る内在性P AI-1遺伝子
(endoge n o u sP AI-1ge n e) で ある
ヱり
. 2 3kbpの バ ン ドは ! 遺伝 子
導入を行 っ て い な い ク ロ ー ン ト3 C(1a n el) と ク ロ ー ン 2 6-6
(1a n e2) や ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド の み を 導 入 し た ク ロ ー ン ト
3C(n e o) (1a n e3) で も認め ら れ た . D N Aあ たり で 比較する と,
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ク ロ ∵ ン 26-6の シ グ ナ ル はク ロ ー ン ト3Cヤ ク ロ ー ン1-3 C(n e o)
に比 べ て 再現性が よ く強い シ グナ ル を 与え た.
一 方 , 他 の 複 数の バ ン ドの 中, 例え ば16 と9. kbp の バ ン ド
は ゲ ノ ム D N Aの 制 限酵素消化が不十分 な ため に生 じ た シ グナ
ル で は な い . ゲ ノ ム D N Aの 完 全消化の 確認 は, 同一一 反応系で
共存 させ た 大腸菌 プ ラ ス ミ ドpUC19の βα 椚 ガ Ⅰ消化 生 成物
Fig. 5. Gro ss s e ctio n of lung m eta static c olo nies ofclo n el-3 C(A), Clo n el,3 C(P AI)a(B)a nd clo n e26-6(C). Tu m o r cells(5×1 0
5
)w et･ e
in o culated intothetailv ein ofn ude mice. At3w e eks, mic e w e re autopsied u nde r ethe r a n e sthe sia a ndthelu ngs w e re c olo r ed with bla ck
ink by We xler
,
s m ethod1 9)･ W hite spots o nthelu ng ar e m etastatic c olo nie s･ T he s calebarindic ate s2m m ･
EndotheliaIc e=
T｡ m ｡ r C e" ゆ
Tu mor c e"adhe sio n
Ba s e m e ntm e mbra n
PlateletaggT?gatio n
Fibrin clot
Lodge m e nt Fibrjn olysIS
Ant折brin olysis Tu m o r c e"pro肝eratio n
Fig. 6. ¶le Sequ e n C e Oftu m o r c ellarr e st a nd intra v as c ula rprolifer atio npo rtio n ofthe m eta static cascade■ (A)The tu m o r c ell intially
arre sts with clo s e c o nta ct ofe ndothelial-tu m O r C ellpla s m a m e mbra n e s. (B)Ag gregation ofplatelets a nd fo r m atio n of 丘brin clot o c cu r
im m ediately aftertu m o r c ella rre st. (C)Ifthe tu m o r c ell xpr e ss eshigh1e v els ofu-PA, 飢 rin olytic activityis pr o m oted in c ollabo ratio n
With トP As e c ret d by e ndothelial cells, a ndthe microthrombusis dis s oIv ed. (D)T he tu m o r c ell is deta ched a nd w a shed o utby
ree stablishm e ntofblo od flo w. (E)Ifthe tu m or c ell xpres s e shigh1e v els of P AI-1,P AI-1 inhibits丘brin olysis c a u s ed byP As a nd helpsto
pr es e rv e a nd de v elop stable micr othro mbu s. (F)Endothelialc e11s a re s epa r ated withtu m o r c ellpr olifer ationin the v e ss el, a ndthe
bas e m e nt m e mbr an eisdiss olv ed.
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(2,68 6bp断片) をサ ザ ン プ ロ ッ ト法で 確認す る仕方 で , 完全消
化 に必要な制限酵素量 と 反応時間を設定 した .
以 Ilの こ と か ら, ゲ ノ ム D N A中 に複数の 導入 P Al-1遺伝子 を
持 つ ク ロ , ン 1-3 C(P Al)a - e を得 る こ と が で きた . こ れ ら の 中,
主 に1-3 C(P Al)a ～ Cの 3つ の ク ロ ー ン を用 い て以 下 の 実験を行 っ
た .
Ⅰ . 腫瘍細胞の生体内増殖能
背部皮下 に接種 した 各ク ロ ー ン とも経時的に腫瘍径の 増大 を
み た (園3). 遺伝子導 入操作 を受け た ク ロ ー ン 1-3 C(n e o)お よ
び ク ロ ー ン 1-3 C(P Al)a ～ C は ク ロ ー ン 1-3 C と比 べ 腫 瘍径 の 増大
速度 に有意差を示 さなか っ た . ク ロ ー ン 26-6 は腫瘍径 の 増大が
最も速く ク ロ ー ン ト3 C に比べ 移植4過後か ら有意差 を認め た .
Ⅱ . P A I- 1 お よびu 一 拍 発現量
図4 は無血清 DM E M培地 で 24時間培養後 の 検査培地中の
P Al-1お よ び u -PA抗原量を示 し た結果であ る. P A I-1抗 原量 は
ク ロ ー ン ト3 C で は平均 40.6ng/1 0
5個 で あ っ た . 対照 と し て
pcD N A ln e oベ ク タ
ー プ ラ ス ミ ド の み を導 入 し た ク ロ ー ン 1-
3 C(n e o)で は44.4ng/105個 で あり P Al-1発現の 増加は な か っ た .
P AJ-1 cD N A導入株1-3 C(P Al)a ～ C で は ク ロ ー ン1-3 C に比 べ 有意
に増加し3倍以 上 の P AI-1発 現 を認 め た . こ の 遺伝子導 入株 1-
3 C(P AI)a ～ C の 高 い P AI-1発現性 は6カ 月以 上 安定 し て い た .
PAI-1高発現性 の ク ロ ー ン26-6で は388ng/10
5個 と ク ロ ー ン 1-
3 Cの 約10倍 で あっ た . 一 方 , u-P A抗原量 は各ク ロ ー ン とも に
14～ 20ng/1 0
5個 の 範 囲で 有意差 はなく, P AI-1 cD N Aの 遺伝子
導 入 によ るu一 弘 発現性 へ の 影響 は な か っ た .
Ⅳ . 腫瘍細胞 の肺転移能
表 1 は各 ク ロ ー ン の 肺 転移数と転移頻度を示 し た結果 であ
る. 図5 は We xle r1 9)の 方法 に より染色した肺転移巣の 実体顕微
鏡像であ る. 転移巣 は肺表面に白く結節状 に認 め ら れ る . ク ロ
ー ン ト3 C を接種 した ヌ ー ドマ ウ ス で は10匹中2匹に の み 肺転
移巣 が観察 さ れ た . そ の 転移数も10個 以 下 と 少な か っ た ( 図
5A). ク ロ ー ン 1-3 C(n e o)で は 見か け 上 肺転移巣 はま っ た く認
め ら れ な か っ た . 遺伝 子導 入を行 っ た3種類 の ク ロ ー ン 1-3 C
(P AI)a～ C で は10匹中6 ～ 8匹の 額度で 肺転移巣が み ら れ , 転移
数も有意 に増加 して い た . 図5 B にタロ ← ン 1-3 C(P Al)a の 結果
を示 し た . ク ロ ー ン2 6-6 でほ 全例 に肺転移を認め (図5 C), 転
移数も多く10匹中5匹 は接種後3週以内に死 亡 し た .
考 察
ヒ ト線維肉腫細胞 H T lO80 は強力 な肺転移能 を持 っ て お り肺
転移実験 に よく用 い られ て い る1
2)
. こ の H T lO80 は均【-▼･ な細胞
集団 で は なく, 多様 な性質を持 つ 細 胞の 集ま り で ある こ と はあ
まり認識 さ れ て い な い . H T-10 80 か ら限界希釈法 に よ り樹立 さ
れ た 低P A ト1活性 か つ 低肺転移龍 の ク ロ ー ン 1-3 Cl O)11)に, 今 臥
P Al-1 cD N A を遺伝子導 入 しP AI-1活性を高め る こ と に より肺転
移能 に どの ような影響 が み られる か を検討 した . 遺伝子導 入 に
用 い たP AI-1cD N A は P Al-1を構成す る全 て の ア ミ ノ 酸を コ ー ド
して お り, 合成 さ れ る P AI-1蛋白質も生理的な機能を有 し て い
る と 考えら れ る
1 3)22)
. 遺伝子導入 に はリ ン酸 カ ル シ ウ ム 法に比
べ導入頻度が高く , また 導入 時 に細胞 に与える毒性 が少な い リ
ボ フ ェ ク シ ョ ン法
15)を周い た . 遺伝子導入の 条件と して 導 入 遺
伝子 の 濃度 , 接触 時臥 培養環境などが考え られ 23), あ らかじ
め前実験を行い 適切な条件を検討 して お い た . 腫瘍細胞を ヌ ー
ドマ ウ ス の 静脈内に投与す る血 行性転移モ デ ル の 実験を行う た
め に 一 過性 に で は なく持続的 にP AI-1を高発現す る安定 した株
の 獲得 が望まれ た ･ 山 般 に 持続高発現株(stable tr a n sfe ctant)
の 樹立 は 一 過性高発現株(tr an sie nt tr an sfe cta nt) を得 る こ とよ
りも困難であ る. そ れ は遺伝子導入 さ れ た 直後, ベ ク タ ー プラ
ス ミ ドが 細胞質内に取り込まれ → 過性 に高発現を示す時期があ
る. そ の 後, そ れ ら の ごく 一 部が 核内 に入 り込み宿主染色体に
組 み込まれ て は じめ て 安定 し た 形質転換細胞 と な る た め であ
る. 一 過性高発現株 で は細胞分裂の 際 に導入 し た遺伝子を次世
代 に受け渡す こ と が で きな い た め 高発現 を長期 に維持す る こと
が で きない . 一 方 , 持続高発現株は導入遺伝子が宿主染色体に
組み込まれ て い る た め に細胞分裂の た び に次世代 に導 入遺伝子
が受け継が れ 長期 に わ た り安定 した 遺伝子産物 の 発現を維持す
る こ と が 可 能 と な る23). 今 回の 実験 で は ジ ュ ネ テ シ ン (G 418)
に よ る4週間以 上 の 選択培養を行い , さ ら に ク ロ ー ン 化 し安定
し たP AI-1党規を認 め る ク ロ ー ン の み を実験 に用 い た . P AI-1
cD N A導入 株1-3 C(P Al)a ～ C は ク ロ ー ン 1-3Cの 3倍以 上 の P AI-1
の 発現 を6 カ月以 上 安定 し て認 め, 持続 高発現株と考えら れた.
ま た , い ずれ の 遺伝子導入 株も親株 であ る ク ロ ー ン 1-3 C に比
べ て G 41 8 に対す る 50 %増殖抑制膿度 (m edia ninhibito ry
C O n Ce ntr atio n of G 418 fo r cellgr o wth) 比 は15～ 2 0倍で あり,
G4 18 に対 して 高 い 耐性を獲得 し た.
P Al-1は セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ ･ イ ン ヒ ビ タ ー フ ァ ミリ ー に属
し, こ れまで に他 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ ･ イ ン ヒ ビタ ー が 細胞
増殖促進活性を持 つ こ と が 知 ら れ て い る 2 4). 今 回, P AI-1遺伝
子導 入株 に つ い て ヌ ー ド マ ウス 背部皮下接種法 に より生 体内増
殖能 を親株 と比較 した . 腫 瘍径 の 増大速度 に は両者間に有意差
は なく , P AI-1遺 伝子導 入 に よ る生体内増殖能 に影響 はない と
考え られ た .
P Al-1 cD N A が クロ ー ン 1-3 C に導 入 さ れ た こ と はサ ザ ン ハ イ
プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン に よ る 遺伝子解析 で確認 し た . P AI-1遺伝
了･導 入 株1-3 C(P AI)a ～ e で は ヒ ト細 胞が 元 来保有す る内在性の
P Al-1遺伝子 の バ ン ド (Ba mH I消化 の 場合は 23kbp フ ラ グメ ン
ト 21)) 以 外に , 複数 の 外 因性 の P A ト1の バ ン ドが 認め ら れ た (図
2). 外匝=埜P Al-1の バ ン ドの 数は ク ロ ー ン1-3 C(P AI)aで 約4本,
1-3 C(P Al)b で約5本, 1-3 C(P Al)c で約2本認 め た が , P Al-1発
現量 は い ずれ も ク ロ ー ン 1t3 Cの 3 ､ 4倍 程度の 増加 であり外因
性 PA ト1の バ ン ドの 数 に よ る P A ト1発現量 に差 は な か っ た . 導
人達伝子 の 形質発現は 一 般 的に組 み込ま れ た 染色体上 の 位置や
コ ピ ー 故 に よ っ て 影響 を 受ける が 2:-), P A ト1の 場合 は ク ロ ー ン
間で差 がみ ら れ な い こ と か ら, 遺伝子導 人 さ れ た ク ロ ー ン にお
い て も無制限 に P AI-1 を発 現で き る の で は なく, 何 ら か の 制御
を受 け て い る もの と考えら れ た .
ク ロ ー ン 26-6の 遺伝丁解析で は 内在性PAI-1の 23kbp フ ラ グ
メ ン トが 他の ク ロ ー ン と比 べ 再現性 よく強く描出さ れ た (図2).
サ ザ ン プ ロ ッ トに 用い た各ク ロ ー ン の D N A量 は5/∠ g に統【
一 さ
れ て お り ク ロ ー ン 26-6の シ グ ナ ル が 強く描出 さ れ た 理 由 と し
て , P Al-1遺 伝了･ の 存在す る染色体 の トリ ソ ミ ー (tris o my) や
P AI-1遺伝子 の 増幅な どが 考え ら れ た . ク ロ ー ン 26-6の 核型分




常 , 特 に倍数体 の お きや すい 事実を報告 して い る.
こ れ まで に 当講座 で は , P A I-1の 発現 レベ ル と転 移能と の 間
に 正の 相関があ る こ と を報告 して きた 鋸0)11). 今回, P Al-1遺伝
子を導入 して 遺伝子量を増加する こ と に よ っ て , 両者 の 正の 相
関性を確認 した . 今 日ま で 種々 の ヒ ト腫 瘍で 悪性化 に伴い ゲ ノ
P AI-1遺伝子導 入 によ る肺転移能の 増強
ム の 質的あ る い は量的変化が お きる 例
25)26)が多く報告さ-れ て い
る. ヒ ト肺転移を お こ し た症例 でP AI-1遺伝子量 を調べ た 報告
は こ れ ま で にな い が , P AI-1遺伝子 は第7染色体上 に あF), ま
た種々 の 腫瘍 で 第7染色体 の 増幅もみ ら れ て い る
27)
. 原発巣 と
肺転移巣 で P AI-1遺伝子 に何 らか の 変化が ない か 検討す る こ と
は今後の 課題である .
凝固線溶系が悪性腫瘍 の 転移形成 に深く関わ っ て い る こ と は
こ れま で に も示唆 され て き た
28)29)
.
一 般 に悪性腫瘍 の 転移 の 成
立過程 に は , 原発巣 か ら の 離脱と浸潤 , 脈 管系 へ の 侵入 , 毛細
血管 へ の 着床停留, 脈管か らの 浸出, 転移臓器 へ の 生 者と 増殖
とい っ た複 数の 段階的な過程がある . 血 管内の 環境は腫瘍細胞
にと っ て は 苛酷で あり, 血流 によ る物理的 な ス ト レス や 免疫担
当相月包に よ る 傷害も受けやすく, 適当な臓器の 毛細血管 に走者
して 生 き残れ るの は ごく わずか で あ る. 毛細血 管 に捕捉 され る
ため にも, 血 流中 の 物理 的 ス トレ ス か ら逃 れ る た め にも, 腫瘍
細胞 は塊を なす方 が有利で ある . 血 小板ヤ フ イ ブ リ ン と の 凝集
塊形成や膿瘍細胞同士 の 接着 に よ る集合体 の 形成が こ の 過程を
促進す る と 考え られ る
:う(朋1)
. 毛細血 管内で腫瘍細胞が 血 小板 ヤ
フ イ ブ リ ン と 凝集塊を形成する場面に お い て 凝固線潜活性 は重
要な因子 と考え ら れ る . こ の よ う な転移 の 成立 過程 にお ける
P AI-1の 役割 は い ま だ 明ら か で は ない が , プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン t プ
ラス ミ ン シス テ ム で の 活性化と阻害の バ ラ ン ス を 介して , 腫瘍
細胞の 転移に関与 して い る可 能性があ る.
最 近 , P A I-1 や プ ラス ミ ノ ー ゲ ン ･ ア ク チ ベ
ー タ ー
(pla s min oge n a ctiv ator, P A) が , 従来 の 凝固線洛系 の 内容を超
えて, 悪性腫瘍の 転移と い う観点 か ら も関心が持 たれ て きた
3 2】
.
甑 1 は主 に血 管内皮細胞 や 血小板 で産生 さ れ , 血 奨中の P AI-1
が増加す る と深部静脈 血栓症 , 冠動脈疾患 な どの 危険性 が高ま
る . 逆 に , 先天 性 P AI-1欠損症で は線溶活性の 異常克進 が み ら
れる . 一 方 , P A は プ ラス ミ ノ ー ゲ ン を プ ラ ス ミ ン ヘ と活性化
させ , 線 潜活惟 を高め凝固糸の 最終産物で あ る フ ィ プ リ ン 塊を
洛角牢す る は た ら きが あ る . また P A は, 線 漸古惟 と は 別に プ ラ
ス ミ ン を 介 して 潜在型の マ トリ ッ ク ス ･ メ タ ロ プ ロ テ ナ ー ゼ
(m atrix m etalloprotein as e) を 活性化し基底膜の 構成成分であ る
コ ラ ー ゲ ン , ラ ミ ニ ン, フ ィ ブ ロ ネ ク ナ ン 等を 酵素的に分昭す
る は た らき を 持 つ . u -P A を大量 に 産生 す る 膿瘍細胞 は鵜底膜
を分解 し周囲組織 へ 浸潤する こ と が容易 であり転移を形成し や
すい と 考 え ら れ て い る
:i:う)
.
こ の よ う な 転移機序 か ら推論 し て ,
u-P A は腫瘍 の 悪性度と閲係づ け られ て き た . そ の た め P AI-1の
腫瘍学的役割 に関 し て は u-P A を阻告す る た め 良好な一予後【人け ,
ま た は u-P A に対す る 単な る フ ィ ー ド バ ッ ク 的存在と して の 報
告が 多く な され て きた:14)3 5)
し か し, Fo eke n sら
‥M)は乳癌 に お け る)京発巣組織■いの P AI-1
抗原 レ ベ ル が そ の 予後 と相関する こ と を報告 した . つ まりP AI-
1 を多く発現す る腫瘍 ほ ど転移 しや すく ㌢後が思 い . しか も u-
P A抗原 レベ ル と 転移と は相関が み られ な い こ と か ら , P AI-1を
独立 した 予後因子 である と して い る . ま た Ma rku sら
:Ⅲ は 大腸
癌の 転移組織中の u-P A活性 が 原発巣 の そ れ よ りも明 ら か に 低
い こ と を示 し, u一 弘 活性が 低く, む し ろ P AI-1活性が 高い 腫瘍
細胞が高転移能を有す ると 報告 した . 膿瘍細胞の 産生 す る こ の
よう な高 い P AI-1活性 の 意義 に つ い て は , 癌細胞を蛋白分解か
ら保護する と い う考え3
8) も ある が , 我 々 は 標的臓器 の 微小環
境にお い て 凝固線洛系を介 して腫瘍塞栓 の 形成 を促進 して い る
の では ない か と考えて い る .
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Criss m a nら
31)は遠隔転移部位の 微小環境 にお ける 転移形成過
程 を3段階 に分け , そ れ ぞ れ に影響 をあた え る 因子を以 下 の ご
とく説明 した . そ れ は, 腫瘍祁柑包と着床部位の 内皮細胞と の 間
の 直接的相互作用が 要因となる接着相 (adhe sio npha se), 着床
した 腫瘍細胞の 周辺 に血 小板が付着 し形成 され た腫瘍塞栓が要
因と な る停留相(lodge m e ntphas e), 腫瘍珊胞が内皮細胞間隙
を貫通 し細胞外基底膜を溶解す る浸潤相(inva sion pha se), の 3
段階 で ある . Malo n eら
3 9)は 転移を形成 した 種 々 の 悪性腫瘍に
お い て , 原 発巣で は 高い 線潜活性が認め ら れ る にも かか わ らず
転移巣で は線溶暗性が低い こ と を示 した . そ して線溶活性は転
移過程 の う ち原発巣か らの 浸潤や 脆管系 へ の 播 種と い う場面で
は重要 な国子であ る こ と に 間違 い な い が , 転移巣で の 接着停留
相 で は高 い 線洛活性 はか え っ て不利で あり, 反対に 低い 線溶活
性あ る い は線清 を強力 に阻害する作用が腫瘍塞栓の 形成や維持
に関 して は 有利 に は た らくと結論 し て い る, 骨肉腫 に代表さ れ
る よ うに 血 行性肺転移 をき た しや す い 骨軟部腫瘍で は病初期か
ら血 流中に腫瘍細胞 が存在 して い る . そ の よう な状況下 で は原
発巣か らの 離脱 ･ 浸 潤, 脈管糸 へ の 侵入 と い うこ と より は1 む
し ろ毛細血管壁 に着床 ･ 停留 し, 膿瘍塞栓 をい か に 形成す る こ
とが で きるか が 転移成立 の 要因である と思 われ る .
こ の 微小環境 に お け る膿瘍細胞の 着床停留か ら腫瘍塞栓の 形
成, 転移の 成立 まで の 過程の 我 々 の 考えを簡潔に説明す る. 原
発巣 か ら 離脱 し血管に侵 入 し た腫瘍細胞 は遠隔臓器 の 毛細血管
に着床 し停留す る場面で は, 内皮 細胞 と接着(図6A) し た後 に
そ の 周巨馴こ血小板凝集や フ ィ プ リ ン塊 を形成(固6B) する. こ
れ を溶 解す る よ う に 血 管内皮細胞 か ら組織型 プ ラ ス ミ ノ
ー ゲ
ン ･ ア ク チ ベ ー タ ー (tis sue-typepla s min oge n a ctiv ato r,t-PA)が
産生 さ れ る . しか も停留 して い る腫瘍細胞自体が u-P Aを多く
発現 し て い る場 合(図6C) に は, 線溶系が 克進 しプ ラ ス ミ ン を
介す る フ ィ プリ ン 酒解作用が増強さ れ , 腫瘍塞栓が取り除か れ
1f【L流 が 再開通 し最終的 に転移が形成さ れ ない (回6D). 反対 に
腫瘍細胞自体が P AI-1を 強く党規 して い る場合(国6E)には , 内
皮細胞か ら 塵牛 され る トP A を阻斉 し局河川引こ線溶清作が抑制さ
れ フ ィ プ リ ン塊 や 腫瘍尭栓が溶解 さ れ にく い 環境 を作 り山す .
そ の 結架, 腫瘍 細胞は新保都府 に安㍍ な腫瘍塞栓を形成 し, 噌
紳 ･ 浸潤= 周6 F) と い っ た次な る 転移過程 へ と進む こ と が 叶能
と な る.
勝J占､Il り, M ats uda ら1t" 1 =は H T-1080 にラ ジ オ ア イ ソ ト ー プを
櫻謝 し て ヌ ー ドマ ウ ス の 尾静脈内に段ノj▲ し, 腫瘍細胞の 体l勺動
IFりを観察 L た. その 結果, P Al-= 副生の 高い ク ロ
ー ン はP Al-1iFキ
件 の 低 い ク ロ ー ン に比 べ よ り長い 時 剛け内 に停摺する こ と を明
ら か に し た . ま た , P AI-1満仲の 高い ク ロ M ン と 快い ク ロ } ン
の 間 に は u-P A産′ト能や て ト リ ゲ ル､
に対する浸潤能 には 差 がな
い こ と , ま た臍帯静脈内皮細胞に対する接着能 にも差がない こ
と か ら腫瘍紺地 の P A ト1発現に よ る抗線清浦怖 が肺毛姉川L管で
の 着床停留, そ れ に続く腫瘍塞栓の 形成を促進 させ 肺転移能 を
高め る と の 結論 を得た . さ ら に ヘ パ リ ン お よ び抗 P A ト1モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗体 に より膿瘍細胞の 肺内停留と肺転移能が抑制 さ れ
る こ と を 示 し, 凝固活性 お よ びP A ト1活性 が腫瘍細胞の 伊凱
腫瘍塞栓形成に深く関連 して い る こ と を裏付けた . 現在 , 臨床
的に もワ ー フ ア リ ン, ヘ パ リ ン に よ る抗凝固療法は塞栓形成を
抑制 し悪性腫瘍 の 遠隔転移阻止に有効 である
41)
. ま た悪性腫瘍
に お ける 血小板凝集抑制剤 (ア ス ピリ ン , プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン)
に よる 転移抑制効果も検討さ れて い る
42卜 44)
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今回 の 実験 で は , 腫瘍細胞 にP AI-1 cD N Aを遺伝子導人す る
と い う手法を用 い P Aユー1発現 と い う1 つ の 形 質の み を克進 させ ,
そ の 肺転移能 が ど の よう に 変化す る かを検討 した . P A I-1遺伝
子導入 に より肺転移能が増強さ れ た こ とか ら , P AI-1 はこ の 系
にお ける 肺転移能 を決定する重要な因子の 1つ で ある こ と が 明
らか に さ れ た . 今後, 悪性腫瘍の 転移形成能ある い は予後因子
と い う 観点か らも膿瘍細胞の n u-1活性 が さ ら に注 目 さ れ る べ
きで あ る . また 抗 P A I･1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体や ア ン チ セ ン ス
m I-1遺伝子 な どを応用 した悪性腫瘍 の 転移抑制治療 の 可 能性
も大 い に期待 さ れ る.
結 論
1 . ヒ ト線 稚内腫細胞 HTlO80 か ら分離 さ れ た 低P AI-1活性
の ク ロ ー ン 1-3 C にヒ ト P AI-1 cD N Aを遺伝子導 入 し , 複 数の
P AI-1持続高発現株1-3 C(P即)を樹立 した .
2 . 遺伝子導入株1-3 C(P 朗)は遺伝子解析 に よ り外因性 P All
遺伝子を持 つ こ と が 示さ れ , E LIS A法に よ る 測定 で ク ロ ー ン1-
3 C に比 べ3倍以上 の P AI-1発現を認 め た .
3 . ヌ ー ド マ ウ ス 尾静脈内 に腫瘍蘭胞を接種す る方法で肺転
移能を評価 し た と こ ろ , 遺伝子導入株 1-3 C(P AI)は ク ロ ー ン ト
3 C と比較 して 有意 に肺転移能が克進 した .
4 . 以上 より, 腫 瘍細胞 の P AI-1活性 は H T㌧1 080 に おい て肺
転移能を増強す る東要 な因子で ある こ とが 明 らか に な っ た .
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Transfectio n of Ty pe l- Plas min oge n Activ ator Inhi bitor cD N A PotentiatesLung M etastasis in Hu m an
Fi br os ar CO m aCell L in eHT･1 080 C hiaki Su n aya m a, Departm e nt of Orthopa edic Su rge ry, Scho ol of Medicin e,
Ka n a z a wa Unive r sity, Kanaz a wa9 20
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Key w ords ty pe トplasmin oge n ac tiva to rinhibito r, ge n etra n Sfectio n, hu m a nfibr o s a rc o m a c ell lin e H T
q1 0 80, 1u ng
m etasta sis
Abstra et
T he present study w a sperform ed to e xamin ethe effe ct ofty pe l- Pla smin oge n a ctiv ato rinhib ito r(P A ト1) on
he matoge n ous lu ng m etas ta s e sby tr a n sfe ctio n of P A I
-1 cD N A into the hu man fibro s ar c o m a c ell lin e H T-1 0 8 0. The
mo noclo n al c e11 1ine l-3 C was e stablished fro m H T-1 0 8 0 in 1 9 9 4a nd sho w slo w e xpre s sio n of P A トIa ntlgen S a nd lo w
meta staticpotential into thelu ngs of B A L B/c
- n u/n u athymic mic e. Hu man P A I
L cD N A(1,42 6 bp) w a sligated into the E
I - X ba Ipolylinker site ofthe m am malia n e xpres sion v ec to rpcD N A ln e o･ T hat the pla s midc a rriedthe P A I
-1 cD N A in the
Se n Se Orientatio n was c onfirm ed by re s triction e n zym e a n alysIS. T he c o n stru ct, PCD N A ln e o
-P A I, W a Sintroduced into the
Parental clone l
-3 C by lipid- m ediated D N Atra n sfec tio n･ A fte r4 w e eks of selec tion fbr re si tan c et oge n eticin(G 4 1 8), 5
tr an sfe ctant clo n es e xpre s slng ahigh lev elof P A I
-l a ntlge n W ereis olated a nd u s ed fo rfurther cha ra cte riz ation ･ By e mployl ng
So uthernb lot a nalysIS, a 2 3kbp ba nd exhibiting a uthe ntic ge n omic P A ト1 D N Aw a s corlfir m ed in allclones a nalyz ed,
Wher e a sthe ba nds ofe x oge n o u sP A I
-1 a tv a rio us siz e softhe D N A 良一agm e nt W e refbu nd o nly l nthe tra n sfecta nts . Antige n
lev els of P A ト1a nd u rokin ase-ty Pe Pla s min oge n a ctiv ato r(u - P A)in the conditio n ed m edia de riv ed fro m each clon e w er
m e a su red by a s andwich E L IS Au sl ng a m O nOClo nalc atching a ntibody and a polyclo nal dete ctl ng a ntibody. A 3to 4-fold
increa s ein the e xpre s sion of PAI,1 pr oteins w as n oted in the tra n sfe cta nt clo nes when co mpa r ed to the pa re ntalclo n el-3 C.
On the othe rhand, the expre s s ed lev els of u -P A in the s e clone s w a s n ot cha nge afte rD N Atra n sfe ctio npr o cedure s. The
m eta staic pote ntials of ea ch clo n e w e re v alu ated by c o u ntl ng m eta Static colonie sfo r m ed in thelu ngs of B A L B /c
- n u/n u
athymic mic e3 w eeks afterino c ulatio n with the re spe ctiv etu m o rc ellsinto the tailv ein . Tra n sfe cta nts with a highlevelof
P A I-1 e xpr e sion show ed a s lgnifica ntinc rea s ein both the number a ndin cide n c e of lu ng m eta sta s e s compa red to thepar e ntal
Clo n el-3 C. T he s efindings sug ge stthat P A I-1 expre s sio nis a key fa cto r regulating the m eta static pote ntialof hum an tum or
c ells.
